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1.緒 言
ペルオキシナイトライト（PON）は一酸化窒素
（NO）とスーパーオキシドラジカル（O－2）が反応し
て生じる酸化ニトロ化作用の強い物質で，酵素の
不活性化や脂質の過酸化に関わっていることが知ら
れている2）～4）。
NOやO－2 は本来，生体内で生産され，生命維持
や生理作用上，重要な役割を演じているが，一方で
O－2 は活性酸素種として老化や癌化にも関連してい
る。恒常的にあるいは誘導的に生じたNOが，O－2
と共存すると，O－2 より更に反応性の高いPONを
生じ，生体分子の酸化，過酸化やニトロ化の促進を
引き起こす。この酸化，ニトロ化反応で，生体内に
存在する濃度の炭酸水素イオンによりPONがニト
ロソペルオキシカーボネイトイオン（ONO2CO－2）
に変化し，PON単独の時とは異なりニトロ化の促
進はみられるが，チオールの酸化抑制を引き起こ
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Peroxynitrite（ONOO－,PON）,apotentoxidizingandnitratingspecies,rapidlyreacts
withbicarbonatetoform ONO2CO－2 adductwhichcanalsoparticipateintheoxidationand
nitrationprocesses,thusredirectingtheprimaryreactivityofPON.Bicarbonatesignificantly
enhancedPON-mediatednitrationofaromaticresiduesofaminoacids,butitpartialyinhibited
theoxidationofthiolresiduesofenzymes1）.
Inthepresentstudy,weinvestigatedtheeffectofbicarbonateonthereactionofPONand
purifiedhumanrecombinantCu,Zn-SOD.Inthepresenceof25mM bicarbonate,theenzyme
activityof2.3mM PON-treatedCu,Zn-SODwasreducedto75％,whereastheenzymeactivity
remainedat94％ initsabsence.AtpH6,theintensityoffluorescenceemissionofPON-treated
Cu,Zn-SODat350nm decreaseremarkablyinthepresenceof25mM bicarbonate,butatpH7,
8and9,theintensityofthefluorescenceemissiondecreased,similarlyindependentofthe
presenceorabsenceofbicarbonate.Theabsorptionspectraofthoseenzymestreatedwith
2.3mM PON atpH7.4withorwithoutbicarbonateshowedalmostthesamevisiblespectra.
Weconcluded thatin thepresenceof2.3mM PON atpH7.4,bicarbonatehasno
significanteffectforthemodificationoftryptophanresidueinhumanCu,Zn-SOD.However,
PON mayinactivatetheenzymebymodifyingacertainaminoacidresidue（s）.
Keywords:Cu,Zn-SOD（銅亜鉛-SOD），peroxynitrite（過酸化亜硝酸），bicarbonateion（炭酸
水素イオン）
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す1）といわれている。
スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）は生体内
で発生したO－2 の酸化作用を防ぐ抗酸化酵素で，
ヒトには3種類のアイソザイムがある。そのひとつ
であるマンガンを含むSOD（Mn-SOD）はPONに
より失活することが報告されている4）～6）。一方，
銅と亜鉛を含むSOD（Cu,Zn-SOD）もMn-SODほ
ど顕著ではないがPON処理によりその酵素活性が
阻害される報告がなされている7）～8）が，PON単独
あるいは炭酸水素イオン存在下での酸化，ニトロ化
反応に関する影響の研究は十分ではない。
そこで今回は炭酸水素イオン存在下および非存在
下でのCu,Zn-SODに対するPONの影響について
検討した。
2.実験方法
21.試薬と試料
ペルオキシナイトライト溶液は（株）同仁化学研
究所製，ウシミルクのキサンチンオキシダーゼとウ
マ心臓のシトクロームcは和光純薬工業（株）製，
大腸菌に発現させたヒト組換えCu,Zn-SODは高純
度に精製したものを日本化薬（株）から供与を受け，
そこに含まれる3つのアイソマーのうち最も塩基性
の等電点（pI＝5.14）をもつアイソマーを分離精
製し試料タンパク質とした8）。その他の試薬は市販
の高純度のものを用いた。
22.分析方法
炭酸水素イオンの存在，非存在下での試料の
PON処理は既報の方法8）で，特に断りのない限り
PONの最終濃度が2.3mMになるよう添加し反応
させた。SODの酵素活性測定法は McCord &
Fridovichの方法9）に従い測定した。吸収スペクト
ルは日立U-3210型自記分光光度計，蛍光強度は励
起光波長を290nm，蛍光波長を350nmに設定し
日立650-60型分光蛍光光度計を用いて測定した。
試料中の金属分析は日立Z-9000型原子吸光光度計
で測定した。
3.結果と考察
31.酵素活性と金属含有量
pH7.4での炭酸水素イオンのPON処理における
影響を確認するために，炭酸水素イオンの存在，非
存在下でのPON処理酵素の比活性とそれぞれの試
料の金属含有量（表1）を比較した。金属の含有量
はヒト Cu,Zn-SODの分子量を 15,805ダルトンと
して計算したものである。PON処理酵素の比活性
はいずれの場合にもNative酵素の比活性より低下
傾向を示しており，炭酸水素イオンを共存させて酵
素のPON処理をした場合は活性が80％に低下し
ていた。一方，酵素活性の発現に必須の金属，PON
処理酵素中の Cuおよび Znの含有量は Native酵
素とほとんど差が認められなかった。この金属含有
量を基に各比活性をCu1g-atomあたりに換算し
なおすと，Native酵素では3940U/Cu，炭酸水素
イオンが存在しない状態でPON処理した酵素では
3690U/Cu（93.7％），炭酸水素イオンが存在する状
態で PON処理した酵素では 2970U/Cu（75.4％）
であった。
32.蛍光強度の変化
試料（0.87mgprotein/ml）を各pHの0.1mMジ
エチレントリアミン五酢酸を含む0.15Mリン酸カ
リウム緩衝液中に25mM炭酸水素イオン存在，非
存在下で調製し，最終濃度 2.5mM になるように
0.5mM分のPONを5回に分けて添加（PON処理）
した。添加後の各溶液の蛍光強度を図1に示した。
なお，この強度比較は PONの分解産物による蛍
光強度の消光を考慮し，酵素のみ無添加の状態で
同様に PON処理し，最後に酵素を添加したもの
（Control）の蛍光強度を100％として各試料溶液の
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表1 PON処理酵素の比活性および金属含有量
比活性
（U/mg）
Cu含有量
（g-atom/mol）
Zn含有量
（g-atom/mol）
NativeCu,Zn-SOD 3260±392 0.829±0.057 0.736±0.021
PON-treatedSOD
（－（HCO－3 ））
3060±267 0.889±0.011 0.678±0.000
PON-treatedSOD
（＋（HCO－3 ））
2620±135 0.883±0.022 0.768±0.039
残存蛍光強度を示した。
図1から判るとおり，蛍光強度の消失割合は試
料溶液のpHに依存し，炭酸水素イオンの存在によ
る効果は pH6の場合，存在しない残存蛍光強度
68％から20％に顕著に減少した。炭酸水素イオン
の存在の有無にかかわらずpH＝8での消失割合が
最も大きかった。2.5mM PON処理がpH＝8で行
われた場合は炭酸水素イオンの存在，非存在にかか
わらず，どちらもほとんど蛍光の95％以上を消失
した。一方，炭酸水素イオンが存在する状態での蛍
光強度の消失は，どのpHにおいても炭酸水素イオ
ンが存在しない場合と比較して消失割合の増加を示
したが，pH7.0以上の pHではいずれもほとんど
の蛍光が消失した。蛍光強度の減少は，Cu,Zn-
SOD中に存在する唯一のトリプトファン残基のニ
トロ化や酸化の程度を反映するものと推測されるの
で，pH7.4の生理的条件下で炭酸水素イオンの存
在，非存在がPON処理に及ぼす影響の有無を，各
試料の可視紫外吸収スペクトルの比較で調べた。
33.PON処理酵素の吸収スペクトル
既報の方法8）に従い150mMリン酸カリウム緩衝
液（pH7.4）中でPON処理後，10mMリン酸カリ
ウム緩衝液に透析した酵素溶液（pH7.4）の吸収ス
ペクトルを図2に示した。PON処理された酵素は
ともに300nmから450nmの範囲で吸光度の増加
が認められ，酵素中に存在する唯一のトリプトファ
ン残基が6-ニトロトリプトファンに変化している
ものと考えられる。しかし，炭酸水素イオンの存在
の有無にかかわらず吸収スペクトルからのニトロ化
の程度はほとんど差が認められなかった。このこと
は弱塩基性条件下で残存蛍光強度が炭酸水素イオン
の存在の有無にかかわらずほとんど消失している結
果と一致している。ヒトCu,Zn-SODはそのアミノ
酸組成からチロシン残基は含まず，また炭酸水素イ
オン存在下でPON処理した試料のアミノ酸分析の
結果8）からは，トリプトファン残基が顕著に減少し
ているほか，4残基あるシステインおよび8残基あ
るヒスチジンがかに減少しているので，炭酸水素
イオン存在下での PON処理酵素の活性低下は，
ONO2CO－2アダクト生成によるこれらアミノ酸残基
の酸化修飾による可能性もある。以上のことから，
今回のヒト組換え Cu,Zn-SODを異なる条件で
PON処理した酵素活性の違いはPON処理におけ
る炭酸水素イオンの存在の有無が，酸化ニトロ
化機構を変化させ，酵素の活性の発現機構に異なる
影響を与えているものと考えられる。その分子的
な機構を明確にするためには，今後，各修飾酵素の
LC-MS-MSなどによる構造解析を進める必要があ
る。
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図2 PON未処理および処理酵素の吸収スペクトル
Cu,Zn-SODは HCO－3 非存在下および存在下
で既報の方法（pH7.4）に従い最終的に2.3mM
PON処理を行った後，10mMリン酸カリウム
緩衝液pH7.4に透析した。吸収スペクトルは
いずれもタンパク質濃度を1mg/mlに換算し
て示した。
a:PON未処理酵素，b:HCO－3 非存在下での
PON処理酵素，c:HCO－3 存在下でのPON処
理酵素
図1 2.5mM PON処理による試料の残存蛍光強度
4.要 約
PONは生体内で非酵素的に生成される，酸化
ニトロ化作用の強い物質であるが，炭酸水素イオン
の存在により，アダクトを形成しその作用が芳香族
アミノ酸残基のニトロ化を増強するといわれている。
そこで，炭酸水素イオンの有無がSODのPON処
理に及ぼす影響について検討した。
PONと Cu,Zn-SODの反応における炭酸水素イ
オン存在の有無の影響は，生体内に近いpH7.4の
条件下では酵素活性の不活性化機構に影響を与える
が，PON処理酵素の残存蛍光強度と吸収スペクト
ルからは大きな違いはみられなかった。以上の結果
から炭酸水素イオンの有無による2.3mM PON処
理（pH7.4）による残存酵素活性の差はCu,Zn-SOD
に存在するトリプトファン残基の修飾の差による影
響より，酵素中の他のアミノ酸の修飾の差によるも
のと推定される。
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